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^ (54) Titie: MEDIUM AND METHOD FOR MEASURING THE EFFICACY OF A TUMOUR THERAPY 

ON (54) Bezelchnung: MEDIUM UND VERFAHREN ZUR MESSUNG DER WIRKSAMKEIT BINBR TUMORTHERAPIE 
fO 

^ (57) Abstract: According to the invention, a measurement of the efBcacy of a tumour therapy in single cell suspensions of tumour 
O cells, by determinadon of the acid fonnalion in a medium in the presence and the absence of a cytotoxic substance, is carried out by 
^ performing the measurement in a medium comprising 0. 1 to I mM of a pH 7.0 to 7.4 buffer, 2 to 1 0 g/1 glucose, 2 to 5 mM glutamine 
g> as the carbon source and 5 to 20 vol. % fetal calf serum. 

^ (57) Zusammenfassung: Zur Messung der Wirksamkeit einer Tumortherapie an Einzelzellsospensionen von Tumoizellen durch 
Q Bestimmung der Saurebildung in einem Medium in Gegenwart und in Abwesenheit einer cytostatisch oder cytotoxisch wirksamen 
J> Substanz ffihrt man die Messung in einem Medium durch, das 0,1 bis 1 mM Puffer pH 7.0 bis 7.4 2 bis 10 g/1 Glucose, 2 bis 5 mM 
1^ Glutamin als KoMenstoffquelle und 5 bis 20 % VoL-% f5tales K&lberserum enthait 
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Medium und Verfahren zur Messung der Wirksamkelt einer Tumortheraple 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Medium zur IVlessung der Wirlcsamkeit einer 
Tumortherapie an Einzelzellsuspensionen sowie ein Verfahren zur IVlessung 
der Wirksamlceit einer Tumortherapie unter Verwendung dieses Mediums. 

Urn die Wirksamkeit von Tumortherapien zu testen, ware es 
wQnschenswert, an einer isolierten Tumorzelle den Einfluss einer 
Tumortherapie auf die Lebensf§higlceit dieser Zelle bestimmen zu konnen. 
Ein solches Verfahren wQrde es ermoglichen, bei einem Patienten vorab 
festzustellen, ob eine bestimmte Therapie bel seinem spezlellen Tumor 
wirksam ist oder nicht. Hierzu w§ren Tumorteile zu entnehmen, durch 
enzymatischen Verdau in eine Einzelzellsuspension zu Qberfuhren und dann 
die Lebenstatigkeit der so erhaltenen Einzelzellen unter dam Einfluss der 
Therapie, typischerweise also des Chemotherapeutikums, zu bestimmen. 
Ein Vergleich der Stoffwechselaktivitat von nicht behandelten Tumorzellen 
mit der Stoffwechselaktivitat von therapeutisch behandelten Tumorzellen 
lisst dann die Wirksamkeit der Therapie anhand der verringerten 
Stoffwechselaktivitat der behandelten Zelle im Vergleich zur unbehandelten 
Tumorzelle, direkt bestimmen. Auf diese Weise wSre es mSglich Innerhalb 
kOrzester Zeit bei einem bestimmten Tumor festzustellen, welche Therapie 
geeignet oder weniger geeignet ist zur Behandlung des Patienten. 

Ein entscheidendes Problem fOr ein derartiges Verfahren ist es jedoch, in 
der Zellsuspenslon die Bedingungen so einzustellen, dass die vereinzelten 
Tumorzellen eine maximale Stoffwechselaktivitat entfalten konnen. Erst 
dadurch kann eine Verringerung der Stoffwechselaktivitat noch mit 
ausreichender Genauigkeit gemessen werden. Aus einem kompakten 
Tumorgewebe durch enzymatischen Verdau hergestellte 
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Einzelzellsuspensionen der Tumorzellen weisen jedoch in den bekannten 
Medien auSerst geringe Stoffwechselaktivitaten auf, sodass es nur sehr 
schwer oder gar nicht moglich ist, eine weitere Verringerung der 
Stoffwechselaktivitat mit hinreichender Genaulgkeit zu bestimmen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Zellkulturmedium zur 
Verfugung zu stellen, welches auf diese Weise hergestellten 
Einzelzellsuspensionen von Tumoren eine maximale Stoffwechselaktivitat 
und Lebensdauer zu verleihen und ein Verfahren zur Beurteilung einer 
Tumortherapie mit diesem l\^edium zu schaffen. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch ein Medium zur 
Messung der Wirksamkeit einer Tumortherapie an Einzelzellsuspensionen 
enthaltend die essenziellen Aminosauren, Vitamine, Saize und 
Kohlenstoffdonatoren, dadurch gekennzeichnet, dass das IVIedium 0,1 bis 
1 mM Puffer pH 7,0 bis 7,4, 2 bis 10 g/l Glucose und 2 bis 5 mM Glutamin 
als Kohlenstoffquellen und 5 bis 20 % fotales Kalberserum enthalt. 

Von bekannten Medien unterscheidet sich das erflndungsgemaSe Medium 
durch eine sehr geringe Pufferkapazitat, einen hSheren Gehalt an Glucose, 
Glutamin und fotalem Kalberserum. Andere Kohlenstoffquellen auBer 
Glucose und Glutamin und weitere Puffer enthalt das Medium 
vorzugsweise nicht. 

Die Zusammensetzung des erfindungsgemaBen Mediums richtet sich in 
gewissem MaSe nach den metabolischen Eigenschaften der In dem 
untersuchten Tumor enthaltenen Zellen. Die Einstellung der Variablen im 
erfindungsgemaBen Medium strebt dabei an fiir die Tumorzellen die 
Bedingungen der Glycolyse einzustellen, da hierbei eine hohe pH-Wert- 
Anderung zu erwarten ist. Gleichzeitig sollen die in der Suspension 
unvermeldlicherweise ebenfalls enthaltenen normalen Zellen nach 
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Mogllchkeit im aeroben Metabolismus gehalten warden und dadurch eine 
vernachlassigbar geringe Wirkung auf den pH-Wert ausuben. 

Da Tumorzellen mehr Glucose verbrauchen als viele nicht-Tumorzellen und 
andererseits bei Tumorzellen die Erreichung einer moglichst hohen 
Glycolyse angestrebt wird, bei der die Protonenbildung und damit die 
Ansauerung des Mediums pro produziertes ATP-Molekul am hochsten ist, 
betragt die Glucosemenge im erfindungsgemaBen Medium vorzugsweise 
mehr als 2 g/l, besonders bevorzugt 4 bis 6 g/l Glucose. Andere 
Kohlenstoffquellen, ausgenommen das als essenzieller Bestandteil des 
Mediums vorliegende Glutamin, sollen vorzugsweise nicht enthalten sein. 
Typische Beispiele fur derartige unerwiinschte Kohlenstoffquellen sind 
Pyruvat, Lipide und ahnliche bekannte Kohlenstoffquellen in Nahrmedien. 
Insbesondere Lipide erwiesen sich in Kombination mit Glutamin als 
schadlich, da hierdurch die Anfangsaktivitat aller Tumorzellen stark gesenkt 
wird. 

Die besten Ergebnisse hinsichtlich Steigerung der Aktivitat der Tumorzellen 
bei gleichzeitig geringstmoglichem Einfluss der nicht-Tumorzellen auf die 
pH-Wert§nderung ergab daher einen Gehalt von 5 g/l Glucose, 2 mM 
Glutamin und 1 0 Vol.-% fotales Kalberserum, wobei jeder dieser drei Werte 
± 10 % schwanken kann. 

Das erftndungsgemaSe Medium kann durch Aufbau aus den Komponenten 
hergestelltwerden. Beispielsweise konnen ubiiche Vitaminmischungen und 
Proteinhydrolysate als Quelle der essenziellen Aminosauren mit den oben 
genannten essenziellen Mengen an Glucose, Glutamin, Puffer und fotalem 
Kalberserum aufgebaut werden. Alternativ kann auch von bekannten 
Medien ausgegangen und deren Zusammensetzung durch Zugabe der 
wichtigen Mengen an essenziellen Bestandteilen wie oben eriautert, erganzt 
werden. Insbesondere eignet sich hierzu das RUN-Medlum als 
Ausgangsbasis. Ferner kann das Medium Antibiotika enthalten. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Messung der 
Wirksamkeit einer Tumortherapie an Einzelzellsuspensionen von 
Tumorzellen durch Vergleich der Saurebildung in einem Medium be! 
therapierten und nicht therapierten Tumorzellen, welches dadurch 
gekennzelchnet ist, dass man die Messung in einem Medium wie 
vorstehend beschrieben durchfuhrt. Das Verfahren eignet sich gut zur 
DurchfQhrung unter Verwendung handelsublicher Vorrichtungen wie 
beisplelsweise dem Cytosensor®-Mikrophysiometer der Rrma Molecular 
Devices Corp., Sunnyvale, CA., USA, ist aber nicht hierauf beschrankt. 

Letztere Vorrichtung und deren Verwendung zur Analyse von Zellmembran- 
gebundenen Rezeptoren ist aus Biosensors & Bioelectronics 15 (2000) 
149-158 bekannt, wobei die durch die physioiogischen Effekte solcher 
Rezeptoren hervorgerufenen pH-Anderungen gemessen werden als MaBfur 
die metabolischen Effekte. 

Das erfindungsgemalSe Verfahren zur Messung der Wirksamkeit einer 
Tumortherapie wird nachfolgend beispielsweise unter Verwendung des 
Cytosensor®-Mikrophysiometers beschrieben. 

Zur DurchfQhrung des erfindungsgemaRen Verfahrens unter Verwendung 
des erflndungsgema&en Mediums wird eine Probe des zu untersuchenden 
Tumors entnommen und in bekannter Welse durch enzymatischen Verdau 
in eine Einzelzeliensuspension Qberfuhrt. Die Zellen werden aus dem 
Verdaumedium abgetrennt und dann deren pH-Kurve in dem 
erfindungsgemai^en Medium aufgenommen. Ein typisches Medium gema& 
der Erfindung weist z.B. die aus der nachstehenden Tabelle 1 zu 
entnehmende Zusammensetzung auf. 
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Tabelie 1 





Konzentration 


Substanz 




ma/I 




5 


4,45 


Alanin, L- 




147,5 


Arginin L-, HCL 




7.5 


Asparagin, L-, H20 




6,65 


Asparaginsaure, L- 




24 


Cystin, L- 


10 


17,56 


Cystein, L-, HCL, H20 




7,35 


Glutaminsaure, L- 




18,75 


Glycin 




31,48 


Histidin, HCI H20 




20 


Hydroxyprolin, L-4- 


15 


54,45 


Isoieucin, L- 




59,05 


Leucin, L- 




91,25 


Lysin, L-HCI 




17,24 


Methionin, L- 




35,48 


Phenylalanin, L- 




17,25 


Prolin, L- 




26,25 


Serin, L- 




53 45 


Threonin, L- 




9 02 


Tryptophan, L- 




'58 7 


Tyrosin, L- 


ZD 


52 85 


Valin, L- 




2000 


D+ Glucose 




12,6 


Inos'rt, myo-, inosit, meso- 




0,00365 


Biotin, D- 




2,24 


Calcium D-Pantothenat 


30 


8,98 


Cholinchlorid 




1 


Glutathione reduziert 




2,02 


Nicotinsaureamid 
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2,031 


Pyridoxin, HCL 


2,17 


Thiaminciilorid, Tliiamin HCL 


0,01 


Tocopfierolsuccinat DL-alfa 


0,1 


Vitamin A-acetat 


0,68 


Vitamin B 1 2 (Cyanocobalamiii) 


2 


Vitamin C (Ascorbinsaure) 


0,1 


Vitamin D2 


8,1 


Plienolrot 


154 


Calciumchlorid 2 H20 


0,05 


Eisen (III) nitrat, 9 H20 


0,417 


Eisen (II) Sulfat, 7 H20 zur Analyse 


311,8 


Kaliumchlorid 


0,00125 


Kupfer (II) sulfat, 5 H20 


100 


Magnesiumsulfat, 7 H20 


61 


Magnesiumchlorid, 6 H20 


6999,5 


Natriumchlorid 


14,2 


di-Natriumhydrogenphosphat (anhyd.) 


0,43 


Zinksulfat, 7 H20 


2 mM 


Glutamin 


10 Vol.-% 


fotales Kalberserum 


100 Units/ml 


Penicillin 


1 00 A/g/ml 


Streptomycin 


100A/g/ml 


Kanamycin 


2,5 //g/ml 


Fungizone 



Hierzu werden die so erhaltenen Einzelzellen dann vorzugsweise auf einer 
pH-Elektrode immobilisiert. Die immobilisierung kann durch geeignete 
Substanzen wie sie in der Zellkultur Ciblich sind, erfolgen. AIs gut geeignet 
hat sich Agarose herausgestellt, welches die gewonnen Einzelzellen auf der 
Elektrodenoberflache immobilisieren kann aber auch andere in der Zellkultur 
verwendete Immobilisierung smittel sind brauchbar. 
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Das verwendete Gerat weist acht Kanale auf, in denen simultan der pH- 
Wert in Durchflusszellen bestimmt werden icann. In jedem Kanal ist eine 
pH-Elektrode angeordnet, auf der sich die immobilisierte Zellsuspension 
befindet. Ober diese immobilisierte Zellsuspension wird dann durch eine 
Pumpe fur einen geeigneten Zeitraum das erfindungsgemaBe Medium 
gepumpt und gleichzeitig mit der pH-Messung begonnen. In einem 
typischen Fall dauert ein Messzyklus 120 Sekunden. Devon wird 90 
Sekunden lang nur Medium zugepumpt und jede Sekunde ein pH-Wert 
bestimmt. Danach wird Qber 30 Sekunden die pH-Wert-Anderung 
gemessen. Dieser Vorgang wird Qber einen ISngeren Zeitraum, in der Regel 
14 bis 24 Stunden, fortgesetzt, sodass sich schlielSlichi eine pH-Wert-Kurve 
ergibt, welche der metabolisciien Aktivitat der immobilisierten Zeilen direkt 
aquivalent ist. 

Im oben angegebenen Gerat finden sich wie oben erwahnt, acht parallele 
Kanale. Zur Bestimmung der Wirksamkeit einer Tumortherapie wird 
zweckmaBig in einem Kanal zur Bestimmung einer Basismesskurve nur 
erfindungsgemaBes Medium durchgepumpt, in den anderen Kanalen 
konnen verschledene Antitumormittel (Cytostatika) gleichzeitig bestimmt 
werden. Da die Cytostatika, wenn sie gegenQber den hier verwendeten 
Tumorzellen eine Wirksamkeit entfalten, zu einer Herabsetzung der 
metabolischen Aktivitit fQhren, erhSIt man eine pH-Wert-Kurve Ober die 
Zelt, welche in Folge der verringerten metabolischen AktivitSt durch die 
Cytostatikaeinwirkung eine geringere pH-Wert-Anderung zur Folge hat. Aus 
dem Vergleich der Kurvenneigungen, die dann bei den in Gegenwart von 
Cytostatika gemessenen Kurven im Vergleich zu der Cytostatika-freien 
Messkurve gewonnen werden, lasst sich direkt die Aktivitat der jeweils 
untersuchten cytostatisch wirksamen Verbindungen bestimmen. In gleicher 
Weise ist es auch moglich, nicht in den verschiedenen Kanalen 
verschledene cytostatisch oder cytotoxisch wirkamen Verbindungen zu 
untersuchen sondern fQr ein bestimmtes Cytostatikum unterschiedliche 
Konzentrationen hinsichtiich ihrer Wirksamkeit zu untersuchen. Letztere 
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AusfQhrungsform hat den Vorteil, dass evtl. Einflusse des untersuchten 
Cytostatikums auf den pH-Wert durch Anpassung des Mediums im Rahmen 
der erfindungsgemaBen Grenzwerte insbesondere hinsichtlich der 
Pufferkapazitat ausgegllchen warden konnen. Die Pufferkapazitat als solche 
wird mSglichst gering gehalten, darf jedoch 0,1 mM nicht unterschreiten. 
Vorzugsweise wlrd die Puffermenge mSgliclist nalie an diesem unteren 
Grenzwert eingestellt. Bei Cytostatika, die selbst den pH-Wert beeinflussen 
konnen, kann j'edooh dann die Puffermenge erh6ht werden bis maximal 1 
mM. 

ErfindungsgemaB wird es moglich, innerhalb sehr kurzer Zert die 
Wirksamkeit einer Tumortherapie bei einem Patienten extrakorporal zu 
messen und aufgrund der l\/lessergebnisse dann die Behandlung 
entsprechend einzustellen. Damit wird nicht nur ein entscheidender 
Zeitgewinn bei der Behandlung des Patienten ermoglicht sondern auch das 
Risiko unerwunschter Nebenwirkungen der Therapie ohne entsprechende 
Wirksamkeit gegenOber dem Tumor selbst verringert oder ganz vermieden. 
Dies bedingt einen erheblichen Fortschritt bei der Tumortherapie, 
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Anspruche 

1. Medium zur Messung der Wirksamkeit einer Tumortherapie an 
Einzelzellsuspensionen, enthaltend die essenziellen Aminosauren, 
Vitamine, Saize und Kohlenstoffdonatoren, 

dadurch gekennzeichnet, 
dass das Medium 0,1 bis 1 mM Puffer pH 7,0 bis 7,4, 2 bis 10 g/l 
Glucose, 2 bis 5 mM Glutamln als Kohlenstoffquelle und 5 bis 20 
Vol.-% fdtales Kalberserum enthalt. 

2. Medium nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
dass es als Puffer Phosphatpuffer enthalt. 

3. Medium mach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es 8 bis 12 Vol.-% fotales Kalberserum enthalt. 

4. Medium nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Medium 5 g/l Glucose, 2 mM Giutamin udn 10 Vol.-% 
fotales Kalberserum enthalt, wobei jeder dieser Werte urn 10 % 
abweichen kann. 

5. Medium nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Medium 5 g/l Glucose, 2 mM Giutamin und 10 Vol.-% 
fotales Kalberserum enthalt, wobei jeder dieser Werte um 10 % 
abweichen kann. 
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6. Verfahren zur Messung der Wirksamkeit einer Tumortherapie an 
Einzelzellsuspensionen von Tumorzellen durch Bestimmung der 
Saurebildung in einem Medium in Gegenwart und in Abwesenheit 
einer cytostatisch oder cytotoxisch wirkamen Substanz, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Messung in einem l\/ledium nach einenn der Anspruche 
1 bis 4 durchfuhrt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Messung mittels einer pH-EIektrode, auf welcher die 
Einzelzellsuspension immobilisiert ist, durchfuhrt unter Verwendung 
einer Durchflusszelle, welche von dem erfindungsgemaBen l\/ledium 
durchstromt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 
dass man das Medium durch die Durchflusszelle pumpt bis sich ein 
konstanter pH-Wert eingestellt hat und dann durch Messung in 
kurzen Abstanden die Anderung des pH-Wertes bei stehendem 
Medium misst, das Medium danach aus der Messzelle entfernt und 
mit dem Messzyklus solange wieder von vorne beginnt, bis man die 
pH-Wert-Anderung uber einen langeren Zeitraum bestimmt hat. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass man das Medium 1 1/2 bis 2 1/2 Minuten lang zufuhrt und 
misst und dann mit frischem Medium den Vorgang 14 bis 24 
Stunden lang wiederholt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass man das Verfahren in einem Mehrkanalgerat durchfuhrt, wobei 
ein Kanal von Medium ohne Cytostatikum beschickt wird und die 
anderen Kanale mit dem gleichen Medium, welches das zu 
untersuchende Cytostatikum enthalt, beschickt werden. 
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